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(54) EUSPOT-Verfahren zur Quantif izierung der Aktivitat von Blutzellen und eine Mikrotiterplatte 

(57) Die Erf indung betrifft ein Verfahren zur Bestim- 
mung der Aktivitat von menschlichen und tierischen Zel- 
len, insbesondere Blutzellen, nach der ELISA-Spot- 
Methode durch Farbreaktion als Dots, wobei, bezogen 
auf eine bestimmte Grundflache, die Gesamtfarbung 
gemessen und daraus die Gesamtaktivitat der reaktiven 
Zellen bestimmt wird. Weiterhin betrifft die Erfindung 
eine Mikrotiterplatte und einen Kit, die insbesondere tur 
die Durchfuhrung des Verfahrens geeignet sind. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestim- 
mung der Aktivitat von menschlichen und tierischen Zel- 
len, insbesondere Blutzellen, durch Inkubieren der 
Zellen in Gegenwart von eine Zellreaktion auslGsenden 
Fremdstoffen nach der ELISA-Spot-Methode, sowie 
eine Mikrotiterplatte und einen Elispot-Kit, die sich ins- 
besondere fur die Durchfuhrung dieses Verfahrens eig- 
nen. 

[0002] Zur Durchfuhrung der Aktivitatsmessung von 
Zellen, anhand der ELISA-Spot-Methode, die auch 
ELIspot, genanrrt wird, werden normalerweise am 
Boden der LOcher einer Mikrotiterplatte Fangstoffe, ins- 
besondere AntikGrper oder Fangproteine, fixiert, die aus 
den zu untersuchenden Zellen abgegebene Stoffe bin- 
den k6nnen. in die LOcher der Mikrotierplatte, die ubli- 
cherweise eine 96-Lochplatte ist, werden bestimmte 
Mengen an Zellen enthaltenden KOrperflussigke'rten, 
insbesondere Blut, Blutserum Oder Zellkurturen gege- 
ben. Von den Zellen wird dabei im wesentlichen eine 
Monolayerschicht am Boden gebtldet und zwar in unmit- 
telbarer Nahe der Fangstoffe. Durch gleichzeitiges Vor- 
handensein von die Zellen chemisch oder 
immunologisch reizenden Fremdstoffen, insbesondere 
Antigenen, Ailergenen, Viren oder anderen Zellen, die 
ihrerserts Stoffe abgeben, werden die Zellen der K6r- 
perflussigkeft veranlaBt, spezifische Stoffe, insbesond- 
ere Abwehrstoffe oder Botenstoffe (Chemokine), 
abzugeben, die von den benachbarten Fangstoffen 
gebunden werden und zu einer die Aktivitat einer Zelle 
widerspiegelnden Farbreaktion gebracht werden kOn- 
nen. 

[0003] Bisher wurde bei der Aktivitatsmessung von 
Zellen die Anzahl der reaktiven Zellen gemessen, urn 
daraus Ruckschlusse auf die Aktivitat des Zellmaterials 
Ziehen zu kfinnen. ErfindungsgemaB wurde erkannt, 
daB es nicht so sehr, bzw. nicht nur auf die Anzahl der 
reagierenden Zellen, sondern vor allem auch auf die 
Qualitat der Reaktion der einzelnen Zellen ankommt. 
Einzelne Zellen reagieren auf den gleichen Reizstoff 
sehr unterschiedlich, was sich in der Quantitat der 
abgegebenen Stoffe und damtt in der Quantitat der 
Farbreaktion jeder einzelnen Zelle ausdrOckl. Erfin- 
dungsgemaB ist es deshalb vorgesehen, nicht nur die 
Anzahl der reaktiven Zellen zu ermitteln, sondern die 
Intensitatder Gesamtreaktion. Diese erlaubt wesentiich 
wertergehende Schlusse auf die Aktivitat der Zellen. 
[0004] Gegenstand der Erfindung ist somit ein Verfah- 
ren und ein Testkit zur Durchfuhrung des Verfahrens zur 
Bestimmung, insbesondere quantitativen Bestimmung 
der Aktivitat von menschlichen und tierischen Zellen, 
insbesondere Blutzellen oder Zellkulturen, durch Inku- 
bieren der Zellen in Gegenwart von eine Zellreaktion 
auslOsenden Fremdstoffen nach der ELISA-Spot- 
Methode, wobei von den Zellen in Abhangigkeit ihrer 
Aktivitat abgegebene spezifische Stoffe im Ortlichen 
Bereich der jeweiligen Zellen aufgefangen und durch 



Farbreaktion als Dots sichtbar gemacht werden und 
wobei, bezogen auf eine bestimmte Grundfiache, die 
Gesamtfarbung gemessen und daraus die Gesamtakrj- 
vitat der reaktiven Zellen bestimmt wird. Sichtbar 

5 bedeutet hier, mit optischen Methoden erkennbar, ein- 
schlieBlich Lumineszenz- und Floureszenzfarbungen. 
[0005] Wenige, sehr aktive Zellen kOnnen bspw. eine 
genauso gute Immunabwehr besitzen, wie viele wenig 
reagierende Zellen. Deshalb erlaubt die erfindungsge- 

10 maBe Methode wesentiich zuveriassigere und aussa- 
gekraftigere Auswertungen. 

[0006] GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform 
der Erfindung kann die Gesamtfarbung gemessen wer- 
den, indem die Anzahl der gefarbten Dots bzw. Spots 

15 und ihre (unterschiedliche) Gr6Be erfaBt wird. Die 
GrOBe der Dots ist proportional zur Aktivitat der einzel- 
nen Zellen. Aus dem Produkt von Anzahl und GrSBe 
ergibt sich dann die Gesamtfarbung bzw. die Gesamt- 
aktivitat der Zellen. 

20 [0007] Im ubrigen kfinnen die bekannten Techniken 
und Auswertungen der ELISA-Spot-Methode angewen- 
det werden. Es wird zweckmaBigerweise mit Mikrotiter- 
platten gearbeitet, an deren Lochboden die Fangstoffe 
fixiert sind, die die von den Zellen abgegebenen Stoffe 

25 spezrfisch binden. Als vorbestimmte Grundfiache wird 
die Bodenf lache eines Lochs einer Mikrotiterplatte, ins- 
besondere einer 96-Lochplatte verwendet. 
[0008] Bei bekannten Aktivitatsmessungen nach der 
ELISA-Spot-Methode werden pro Loch der Mikrotiter- 

30 platte normalerweise 1 Mio. Zellen eingesetzt. Im Blut 
sind 1 Mio. Zellen gewdhnlich in einem Milliliter Blut ent- 
halten, so daB fOr eine 96-Lochplatte ca. 100 Milliliter 
Blut erforderlich ist. Es wurde erkannt, daB so groBe 
Zellmengen gar nicht erforderlich sind, weil ein Reader 

35 eines automatischen Auswertungsgerates die Reaktion 
einzelner Zellen erfassen kann und eine wesentiich 
geringere Zellzahl ausreicht, urn statistisch gesicherte 
Ergebnisse erhalten zu kGnnen. Untersuchungen 
haben gezeigt, daB es nicht empfehlenswert ist, einfach 

40 weniger Blut in die LOcher zu geben, oder das Blut bzw. 
die sonstige KOrperflQssigkeit entsprechend zu verdQn- 
nen. Die Erfindung geht bei einer weiteren bevorzugten 
Ausfuhrungsform den Weg, die Grundfiache, d.h. ins- 
besondere die Bodenfiache eines Lochs der Mikrotiter- 

45 platte im Vergleich zu den bekannten Grundfiachen zu 
verkleinern. ErfindungsgemaB ist es somit m6glich, mit 
einer wesentiich kleineren Menge an KOrperf lussigkeit 
auszukommen und dabei die Zelldichte Ober der Grund- 
fiache aufrechtzuerhalten. 

so [0009] GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform 
der Erfindung ist es somit vorgesehen, daB eine Mikro- 
titerplatte mit gegenuber Oblichen Mikrotiterplatten urn 
mindestens die Haifte verringerter Grundfiache verwen- 
det wird, die Grundfiachen der einzelnen LOcher ins- 

55 besondere 15-50 Prozent der Grundfiachen der 
L6cher ublicher Mikrotiterplatten entspricht Dadurch 
kann das entsprechende Volumen an KOrperf lussigkert, 
insbesondere Blut Oder Blutserum auf 15 - 50 Prozent 
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verringert werden, d.h. es konnen mrt der gleichen 
Menge an KGrperflQssigkeit zwei- bis sechsmal soviel 
Untersuchungen durchgefuhrt werden, wie bisher. Vor- 
zugsweise ist die Grundf lache auf ca. 25 Prozent verrin- 
gert, so da B viermal soviel Versuche durchgefuhrt 
werden kfinnen bzw. nur ein Viertel des Volumens an 
KOrperf lussigkeit benOtigt wird. 
[0010] Normale 96-Lochplatten haben einen Loch- 
durchmesser am Boden von 5 mm, was einer Grundfia- 
che von etwa 20 mm 2 entspricht ErfindungsgemaB ist 
es vorgesehen, mit Grundfiachen zu arbeiten, die klei- 
ner als 15 mm 2 , insbesondere Weiner als 10 mm 2 , sind. 
Die Mindestfiache dient dazu, den Zugang der fur die 
ublichen 96-Lochplatten entwickelten Einrichtungen, 
insbesondere zum automatischen Fullen, Spulen, Ent- 
nehmen und Messen, verwenden zu kdnnen. Vorzugs- 
weise betragt die Grundf lache jeweils 3 - 8 mm 2 . Auf die 
genauere Ausgestattung der entsprechenden Mikroti- 
terplatte wird nachfolgend noch eingegangen. 
[001 1 ] Im Blut gibt es Millionen verschiedener Antikdr- 
per, Millionen verschiedener B-Zellen. In entsprechen- 
der Vielzahl liegen auch die T-Helferzellen vor. Sie 
erkennen bestimmte Antigene und scheiden aktivie- 
rende Proteine aus, die die B-Zellen beeinflussen. Es 
gibt zwei verschiedene Arten von Helferzellen. Die 
einen, die sogenannten TH-1 -Zellen, aktivieren die 
Immunabwehr, z.B. die Aktivitat der B-Zellen, die ande- 
ren, die TH-2-Zellen supprimieren die Immunabwehr, 
Z.B. die Aktivitat der B-Zellen. Normalerweise liegt zwi- 
schen den jeweiligen, spezif ischen TH-1 - und TH-2-Zel- 
len im gesunden Kfirper ein Gleichgewichtszustand vor. 
Bei Allergien und Autoimmunkrankheiten ist dieses 
Gleichgewicht zugunsten der TH-1-Zell-Aktivitat 
gestdrt. Deshalb zeigen Allergiker eine Uberreaktion. 
Bei Tumoren ist das Gleichgewicht zugunsten der sup- 
primierenden TH-2-Zell-Aktivitat verschoben. Der Kdr- 
per zeigt deshalb keine Abwehr gegen den Tumor. 
[0012] Abweichungen von diesem Gleichgewicht 
erlauben wertvolle Ruckschlusse auf das Vorhanden- 
sein und das AusmaB von Allergien und Krankheiten. 
Es ist deshalb bevorzugt, mehrere Parameter gleichzei- 
tig messen zu kdnnen. Dies ist durch die Anwendung 
von Multicolorreaktionen mdglich. 
[0013] TH-1- und TH-2-Helferzellen scheiden unter- 
schiedliche Lymphokine (Botenstoffe) aus. Zum Bei- 
spiel scheiden TH-1 -Zellen y-lnterferon und TH-2-Zellen 
lnterleukin-4 Oder -5 aus. Cytotoxische T-Zellen (Tc-Zel- 
len) geben i.d.R. neben verschiedenen Lymphokinen 
(Botenstoffen) auch Perforine und Granzymes (Gruppe 
von Serinproteasen) ab. Neuerdings zeigt sich jedoch, 
daB innemalb der Tc-Zellen einerseits zwischen unmit- 
telbar cytotoxisch wirksamen Tc-Zellen, welche die 
genannten Perforine und Granzymes bilden, und ande- 
rerseits Tc-Zellen mit einer vorwiegend unterstutzenden 
Funktion zu differenzieren ist, wobei die letzteren keine 
Perforine und Granzymes abgeben. Durch die Verwen- 
dung entsprechend spezifischer Fangstoffe, insbesond- 
ere polyklonale und/oder monoklonale AntikOrper, 



kdnnen die verschiedenen sekretierten Stoffe mit dem 
erfindungsgemaBen Verfahren erfaBt werden. Uber 
Sekundar-Reaktionen kdnnen unterschiediiche Farben 
erzeugt werden, so daB durch getrennte Erfassung der 

5 unterschiedlich gefarbten Dots eine Aussage uber die 
Aktivitat verschiedener Zellen mdglich ist, und zwar 
gleichzeitig. Es kdnnen die verschiedenen Arten von 
Farbstoffen eingesetzt werden, wie sie bei der ELISA- 
Methode bekannt sind, so z.B. die Peroxidasereaktion 

w Oder Chemolumineszenz- und Fluoreszenz-Farbstoffe. 
Auf diese Weise ist es mdglich, verschiedene, aus ins- 
besondere verschiedenen Zellen freigesetzte, speztfi- 
sche Stoffe von insbesondere verschiedenen 
Fangstoffen spezifisch zu binden und auf einer Grund- 

is f&che mindestens 2, vorzugsweise mindestens 3 ver- 
schiedene Farbreaktionen durchzufuhren und die 
gebildeten Spots bzw. Dots nach Art der Farbe getrennt 
zu messen. Die Messung kann gleichzeitig oder nach- 
einander nach Farben getrennt erfolgen. 

20 [001 4] Die beim erfindungsgemaBen Verfahren erhal- 
tenen Bilder bzw. Farbbilder werden insbesondere 
optisch vergrOBert und in Bildpunkte zerlegt, die von 
einem Lesegerat getrennt erfaBt und ausgewertet wer- 
den. Die Bildpunkte k6nnen als Zeilen abgelesen wer- 

25 den. Ein Computer kann dann aus den erhaltenen, 
linearen Werten ein zweidimensionales Bild zusam- 
mensetzen. Auf diese Weise ist auch die getrennte 
Erfassung von gleichfarbigen, ineinanderflieBenden 
Spots mGglich. Das Multicolorverfahren, d.h. die Erzeu- 

30 gung von mehrfarbigen Biidern, erlaubt es unabhangig 
von Anzahl und GrGBe der Dots 7 bis 8 verschiedene 
Qualitaten von von den Zellen abgegebenen Stoffen 
(Botenstoffen) zu bestimmen und dies aus einer Aktivi- 
tatsreaktion in einem Loch bzw. einer Bodenf lache. 

35 [0015] Die oben erwahnte Zelldichte ist normaler- 
weise so gehalten, daB die Aktivitatsreaktionen der mei- 
sten Zellen als diskrete Dots auf dem Farbbild 
erscheinen. Liegen Zellen nahe beieinander oder zei- 
gen sie eine groBe Aktivitat, dann kdnnen die Dots 

40 ineinanderflieBen. In einzelnen Fallen ist es mOglich, 
daB die Reaktivitat der Zellen so groB ist, daB im 
wesentlichen die gesamte Grundf lache mehr oder weni- 
ger vollstandig gefarbt ist. Durch Messung der Gesamt- 
farbung, je nach Farbe, ist zwar eine Messung der 

45 Gesamtaktivitat mdglich. Eine Aufschlusselung in 
Anzahl und Aktivitat der jeweiligen Zellen nicht. Es 
wurde jedoch gefunden, daB es insbesondere im Mittel- 
bereich der Grundfiache immer wieder einzelne Stellen 
gibt, an denen die Zelldichte etwas geringer ist und 

so somit voneinander unterscheidbare Dots ermittelt wer- 
den kOnnen. Es ist deshalb bei einer Ausfuhrungsform 
der Erfindung im Falle einer starken, im wesentlichen 
f lachig ineinandergehenden Farbung der Dots vorgese- 
hen, insbesondere im Bereich der Mitte der Farbung, 

55 Stellen zu ermitteln, an denen die Dots ais einzelne 
Punkte identifizierbar sind, da-en Gr68e zu messen und 
daraus die Anzahl der Dots auf der Gesamtfiache zu 
errechnen. Auf diese Weise ist es mdglich, auch bei die- 
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sen besonderen Fallen, sSmtliche gewunschten Daten 
zu erhalten. 

[0016] Bei bekanrrten Verfahren nach der ELISA- 
Spot-Methode werden die Konzentrationen der Fang- 
und Detektionsstoffe in einem Bereich gehalten, in wel- 
chem eine hfihere Konzentration von Fang- Oder Detek- 
tionsstoffen zu keiner Verstarkung des Farbsignals 
fOhrt. Bei den Qblichen Verfahren befinden sich die 
Fang- oder Detektionsstoff konzentrationen also in 
einem Sattigungsbereich. Es wurde erkanrrt, daB der 
Einsatz von Konzentrationen aus einem Bereich, in dem 
sich Konzentration und Farbsignal proportional zuein- 
ander verhalten, zu einem optimalen Kontrast zwischen 
groBer und kleiner Starke des Signals, insbesondere 
FlSche des Farbdots, fQhrt. In einer bevorzugten Aus- 
fOhrungsform des erfindungsmaBigen Verfahrens wer- 
den demnach die Konzentrationen von Fang- und 
Detektionsstoffen aus dem im wesentiichen linearen 
Bereich der Beziehung von Konzentration und Signal 
gewahtt. 

[001 7] Bei der Auswahl der Fang- und Detektionsstoff- 
konzerttrationen kommt es nicht so sehr auf die absolu- 
ten Stoffkonzentrationen an; vielmehr ist die Affinitat der 
Stoffe zu ihren jeweiligen Bindungspartnern entschei- 
dend. Diese Affinitaten kGnnen sich abhangig von ver- 
schiedenen Faktoren, beispielsweise Lagerungszeit 
und Behandlung, bei den Fang- und Detektionsstoffen, 
insbesondere bei AntikOrpern, verandern. Da die Kon- 
zentrationen bei dem erfindungsgemaBen Verfahren ein 
kritischer Punkt sein kOnnen, ist es daher wichtig, die 
wirWichen Affinitaten der Fang- und Detektionsstoffe mit 
Hilfe von Testl&sungen zu bestimmen und davon abhan- 
gig die Auswahl der Konzentrationen zu treffen. 
[0018] Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich 
fur die vollautomatische Bildauswertung bzw. Voraus- 
wertung. Hierzu ist es vorteilhaft, den Bildauswertungs- 
geraten aufgrund von Vorversuchen gefundene 
Erfahrungswerte einzugeben, urn die Genauigkeit der 
Auswertung zu optimieren, insbesondere ein Rauschen 
zu unterdrQcken. So kann in ein Auswertungsprogramm 
eingegeben werden, welche Art von Reaktion gemes- 
sen und interpretiert werden soil. Der Leser (Reader), 
bzw. das Auswertungsprogramm kann auf die jeweilige 
Biochemie und das damit verbundene Erscheinungsbild 
der Farbbilder eingestellt werden. Zu diesen Voreinga- 
ben gehOren bspw. Empfindlichkeit, Kontrast, Mindest- 
grSBe der zu erfassenden Bildpunkte. Bei der 
Auswertung erfolgt als Mindestausgabe die Gesamtfar- 
bung bezogen auf die Grundfiache. Bei mehrfarbigen 
BikJern erfolgt eine entsprechend getrennte Angabe je 
nach Farbe. Bei einfarbigen Biidern reicht eine 
Schwarz/WeiB-Wiedergabe aus. Zusatzlich kann das 
bspw. uber Video oder eine CCD-Kamera erfaBte und in 
den Computer eingespeiBte Bild ausgedruckt werden. 
Weitere bevorzugte Angaben sind die Anzahl der Zellen 
und die GrdBerrverteilung der Dots, die der Aktivrtat der 
Zellen entspricht. Die getrennte Erfassung der Dots 
erfolgt zweckmaBigerweise in Durchmesser-Abstufun- 



gen von je 0,01 mm. 

[0019] Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich 
aufgrund seiner verbesserten Aussagekraft in hervorra- 
gender Weise zur Diagnostik und auch zu einer darauf 

5 aufgebauten Immunisierung bzw. Therapie sowie deren 
Uberwachung (Monitoring). ErfindungsgemaB ist es 
nicht nur mdglich, das Vorhandensein einer bestimmten 
Krankheit durch Messung der immunologischen Aktivi- 
tat der Zellen festzustelien, sondern auch das Stadium 

10 der Krankheit, insbesondere, ob eine akute Krankheit 
vorliegt oder die Krankheit bereits vergangen ist. 
[0020] Dies ist beispielsweise durch unterschiedlich 
lange Inkubation der zu untersuchenden Zellen in 
Gegenwart der die Reaktion auslGsenden Stoffe, wie 

is Bakterien, Viren, Allergene und insbesondere Antigene 
mGglich. Reagieren die Zellen schnell, d.h. innerhalb 
kurzer Inkubationsze'rt, bspw. im Bereich von 1 bis 5 
Stunden, dann IdBt dies auf das Vorliegen einer akuten 
Erkrankung schiieBen. Zeigt sich eine Reaktion durch 

20 Abgeben der Botenstoffe erst nach langerer Inkubati- 
onszeit von bspw. zwei bis drei Tagen, dann zeigt dies 
an, daB die Krankheit vergangen ist, aber das Gedacht- 
nis der T-Herferzellen noch aktivierbar ist. Die Aussagen 
uber das Stadium einer Erkrankung sind bei vielen 

25 Krankheiten fur die Therapie von entscheidender 
Bedeutung. Bspw. kann bei Helicobacter pylori durch 
Serologie schlecht gepruft werden, ob die Infektion 
akut, chronisch oder vergangen ist. Das immunologi- 
sche Gedachtnis sitzt in den T-Helferzellen und zeigt 

30 deshalb auch die geheitte Krankheit an. Bei einer aku- 
ten Erkrankung geben die T-Helferzellen bereits nach 
Inkubierung von zwei bis drei Stunden aufgrund soforti- 
ger Reaktion errtsprechende Botenstoffe ab und aktivie- 
ren B-Zellen, Makrophagen und andere 

35 immunkompetente Zellen. Zeigt sich bei einer Inkubati- 
onszeit von zwei bis drei Stunden keine Reaktion, 
jedoch in einer Parallelprobe, die zwei bis drei Tage 
inkubiert wurde, dann laBt sich daraus feststellen, daB 
derzert keine akute Krankheit vorliegt, jedoch eine 

40 Krankheit vorlag, die uberwunden ist. In ahnlicher 
Weise wertvoll ist diese Diagnostik fur Toxoplasma- 
Erkrankungen, die besonders bei Schwangerschaften 
gefahrlich sind. Auch hier kann durch Variation der Inku- 
bationszert festgestelrt werden, ob die Erkrankung in 

45 akutem Stadium vorliegt, ob eine solche in frOherer Zeit 
vorlag oder ob eine Krankheit besteht oder bestand. 
Das Erkennen des Stadiums einer Erkrankung durch 
Messung der Aktivitat von Zellen in Abhangigkeit von 
der Inkubationszeit ist eine neue von der einzelnen Vor- 

so gehensweise unabhangige, diagnostische Qualitat. 
[0021 ] AuBer den verbesserten Diagnosen sind erfin- 
dungsgemaB auch neue Ansatze zur Therapie mOglich. 
So hat es sich gezeigt, daB es in vielen Fallen therapeu- 
tisch wirksam ist, wenn ein gestOrtes Verhaitnis von 

55 TH1-Helferzellen zu TH2-Helferzellen wieder in Ord- 
nung gebracht wird, d.h. das normale Gleichgewicht 
wieder hergestellt wird. 
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Autoimmunerkrankungen 
Rheuma 

[0022] Bei Rheuma werden Collagenstrukturen, Z.B. 
im Knie zerstfirt. Es gibt TH1-Zellen, die gegen ange- 
gr'rffenes Collagen reagieren und diese bekampfen. In 
Folge anderer Erkrankungen, z.B. chronischer Infektio- 
nen, kann angegriffenes Collagen uber Idngere Zeit im 
KOrper vorhandensein. Die TH1 -Zellen erkennen dies 
nach einiger Zeit als Feind, da es neben dem die Infek- 
tion auslOsenden Virus als Fremdkfirper verstanden 
wird. Die zunSchst nur gegen Fremdkfirper bzw. tote 
Materie gerichtete Aktivitat der TH1-Zellen kann dann 
umgepolt werden und auch gegen ahnliche, lebende 
Materie, d.h. das kOrpereigene Collagen, gerichtet sein, 
wodurch sich das Verhaitnis von TH1- zu TH2-Zellen 
zugunsten der TH1-Zellen ( die in der Abwehr stimulie- 
rend wirken, verschiebt. Durch eine im Vergleich zu nor- 
malen Impfungen, die TH1-Zellen aktivieren, 
uberdosierte Gabe an Antigen durch parenterale Verab- 
reichung, kann erreicht werden, daB die TH2-Zellen 
vermehrt werden, die zu einer Suppression der Immun- 
reaktion f uhren. 

[0023] In ahnlicher Weise kann auch bei Allergien vor- 
gegangen werden, indem die Allergene in so hoher 
Dosierung verabreicht werden, daB sie die Vermehrung 
von TH2-Zellen stimulieren, die dann in einem ausrei- 
chenden MaBe supprimierende Botenstoffe abgeben. 
Auch bei Diabetes kann die Aktivitat der entsprechen- 
den TH1-, TH2- und TC-Zellen gegen GAD-Proteine 
oder andere Proteine, die be Diabetes eine Rolle spie- 
len, gemessen werden. Durch gezielte Gabe der antige- 
nen Proteine kann das Gleichgewicht der aktiven Zellen 
wieder hergestellt werden, so daB die Produktion von 
Pankreasenzymen nicht mehr gestOrt ist. 

Infektionskrankheiten 

Mykobakterien 

[0024] Manche Tuberkuloseinfektionen sind serolo- 
gisch nicht nachweisbar. Bei einem Nachweis mit 
ELISA-Spot finden sich antigenspezifische T-Helferzel- 
len. Eine Tlierapie kann uber eine Immunisierung mit 
Antigen erfolgen, bis das Verhaitnis von TH1- zu TH2- 
Zellen zugunsten der TH1 -Zellen verschoben ist, damit 
diese eine ausreichende Aktivierung gegen die Bakte- 
rien auslOsen. Eine blinde Immunisierung kann demge- 
genuber zu einer Supprimierung der Immunantwort 
fuhren oder eine Allergie hervorrufen, was gerade das 
Gegenteil bewirkt. 

[0025] Helicobacter pylori ist bereits oben erwahnt 
worden. 60 bis 90 Prozent der Bevfllkerung zeigen eine 
positive Reaktion. Aber nur ein bestimmter Prozentsatz 
bekommt eine Gastritis oder Magenkrebs. Untersu- 
chungen haben gezeigt, daB diejenigen Patienten, die 
eine erhOhte antigenspezifische Reaktion von TH1 -Zel- 



len gegen Helicobacter zeigen, gefahrdet sind. Inf izierte 
Personen, bei denen das Gleichgewicht von TH1- zu 
TH2-Zellen stimmt, supprimieren eine Uberempfindlich- 
kert gegenQber Helicobacter pylori und zeigen die Sym- 
5 ptome nicht. Es zeigt sich deshalb eine MOglichkeit zur 
Therapie durch gezielte Gabe von Antigenen und ande- 
ren immunogenen Stoffen, urn dadurch die antigenspe- 
zifischen TH1 -Zellen zu reduzieren und die TH2-Zellen 
zu aktivieren. 

10 

HIV 

[0026] Bisher ist man davon ausgegangen, daB eine 
Verringerung der Population von T-Helferzellen bei HIV- 

15 Infektion am Ende zur AIDS-Symptomatik fuhrt. Es 
wurde jedoch gefunden, daB nicht eigentlich die Zell- 
zahl verringert ist, sondern die Aktivitat bzw. Funktiona- 
Ihat dieser Zellen. Dies zeigt sich an einer stark 
verringerten Spot- bzw. Dot-Gr66e im Vergleich zur 

20 NormalgrGBe. Eine solche Aktivitatskontrolle bei HIV- 
infizierten Personen kann mittels ELIspot durchgefuhrt 
werden, indem als Fremdstoff bzw. die Reaktion auslO- 
sender Stoff ein Stoff verwendet wird, der im wesentii- 
chen alle Aktivitaten der Helferzellen anspricht. Hier 

25 sind mitogen wirkende Stoffe, bspw. Tetanus geeignet. 
Aus der Erkenntnis, daB bei HIV- Infektion nicht die Zahl 
der T-Zellen, sondern deren Aktivrtat vermindert ist, 
bzw. wird, ergibt sich ein Ansatz zur Therapie bzw. zur 
Minderung der Folgen der Infektion, 

30 [0027] Sobald festgestellt wird, daB die SpotgrOBe der 
T-Zellen des Patienten kleiner wird, muB versucht wer- 
den, durch eine Belebung der Aktivrtat der T-Zellen die 
beginnende oder bestehende Immunschwache zu 
beseitigen. Es ist auch vorteilhaft, bei HIV infizierten 

35 Patienten die Immunabwehr dieser Patieten gegen die 
sogenannten Problemkeime, wie Toxoplasma, Zytome- 
galie-Virus, Mykobakterien, Lungenentzundung erzeu- 
gende Keime und dergleichen, an deren Infektionen die 
HIV-Patienten normalerweise sterben, zu prufen, gege- 

40 benenfalis zu aktivieren und zu uberwachen. Eine sol- 
che gezielte Behandlung ist wirkungsvoller und fur den 
Patienten weniger belastend als ungezieHe Breitband- 
therapie. 

45 Krebs 

[0028] Allgemein geht man davon aus, daB das 
Immunsystem keine starken Antworten gegen kOrperei- 
genen Krebs entwickeln kann. Es ist aber denkbar, daB 

so sehr wohl im KOrper eine Immunantwort vorhanden ist 
und krebsantigenspezifische T-Zellen produziert wer- 
den. Diese gehfiren jedoch dem TH2-Typ an und greifen 
den Tumor nicht an, da sie eher supprimierend wirken. 
Ein Therapieansatz besteht darin, durch gezielte Gabe 

55 von Krebsantigenen oder Immunmodulatoren die sup- 
primierende Immunantwort in eine aktivierende Antwort 
umzuwandeln, d.h. aktivierende gegen den Krebs 
gerichtete TH1- und TC-Zellen zu generieren. Dies 
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kann beispielsweise durch Verabreichung von Krebszel- 
len und zugehOrigem Adjuvans vorgenommen werden. 
Der Verlauf der Behandlung kann durch Uberwachung 
der Zellaktivitat verfolgt werden. 

Transplantationen 

[0029] Es wurde festgestellt, da(3 die Menge und Sti- 
mulierbarkett der TH2-2ellen ein MafB fur die Nichtab- 
stoBung ist. Je mehr TH2-Akt"rvrtat vorhanden ist, deslo 
geringer ist das AbstoBungsrisiko. Durch Messungen 
der TH2-Aktivrtat bzw. des Gleichgewichts zwischen 
TH1- und TH2-Zellen im zeitlichen Zusammenhang mit 
der Transplantation kann deshalb festgestellt werden, 
wie groB das AbstoBungsrisiko ist. Besteht die Mdglich- 
keit, vor der Transplantation das Verhaitnis zugunsten 
der TH2-Aktivitat zu verbessern, kann das AbstoBungs- 
risiko vermindert werden. 

[0030] Die Erfindung bezieht sich nicht nur auf die, 
insbesondere quantitative Aktivitatsbestimmung von 
Zellen und die daraus gezogenen bzw. ermOglichten 
Diagnosen. Zur Erfindung gehdrt auch die entspre- 
chende Therapie durch gezielte stimulierende Immuni- 
sierung (Impfung) gegen bestimmte Erreger, 
gegebenenfalls in Verbindung mit stimulierenden Adju- 
vantien, und zwar in den Fallen, in denen eine nicht 
ausreichende Immunabwehr gegen die Erreger vorliegt 
Im Falle einer Uberreaktion gegen Fremdstoffe bzw. 
Antigene, z.B. im Falle von Allergien oder Autoimmun- 
krankheiten, gehGrt zur Therapie eine stimulierende 
Behandlung von supprimierenden Zellen, gegebenen- 
falls in Verbindung mit supprimierenden Adjuvantien. 
Dabei gehOrt zur Therapie eine Gberwachung der 
Immunaktivitaten wahrend der Behandlungsdauer, urn 
die Reaktion des Patienten auf die Behandlung feststel- 
len zu kOnnen und die Dosis der zu verabreichenden 
Substanzen und die Dauer ihrer Verabreichung bzw. der 
Behandlung uberprufen und festlegen zu kGnnen. 
[0031] Die Bestimmung der Zellaktivitat gegen ganz 
bestimmte Fremdstoffe ermdglicht eine genaue Dia- 
gnose und gezielte Behandlung. Ein solches Vorgehen 
ist nicht nur aus Kostengrunden sehr vorteilhaft im Ver- 
gleich zu unspezrfischen Therapien. Die therapeuti- 
schen Erfolge sind besser, und es k8nnen gleichzeitig 
unerwunschte Nebenwirkungen vermieden werden. 
[0032] Wertere Merkmale der Erfindung ergeben sich 
aus der nachfolgenden Beschreibung einer bevorzug- 
ten Ausfuhrungsform einer erfindungsgemaBen Mikroti- 
terplatte in Verbindung mit der Zeichnung und den 
darauf gerichteten Anspruchen. 
[0033] Die Zeichnung zeigt ein en Querschnitt durch 
eine Mikrotiterplatte nach der Erfindung. 
[0034] Bekannte Mikrotiterplatten, die in der Regel als 
96-Lochplatten ausgebildet sind, sind in der Regel mas- 
siv, wobei die Ldcher als SacWGcher ausgebildet sind, 
Oder sie sind aus einer Folie tiefgezogen, so daB die 
L6cher an der Unterseite der Folie wie kleine Becher 
oder Napfe vorstehen. Neuerdings ist man dazu uber- 



gegangen, den Boden der Sackldcher porOs auszuge- 
stalten, urn bspw. Flussigkeiten absaugen zu kdnnen 
und zu diesem Zweck werden die Lochplatten zunachst 
mit offenen LGchern hergestellt, die dann an der Unter- 

5 seite mit porOsen Membranen verschlossen werden. 
Zur mechanischen Sicherung der empfindlichen Mem- 
branen kOnnen auf diese von der Unterseite her dunne 
Abdeckplatten aufgelegt werden, die pro Loch eine 
DurchgangsGffnung aufweist Die LOcher der Mikrotiter- 

■to platten haben normalerweise einen Durchmesser von 
ca. 5 mm und sind im wesentlichen zylindrisch ausgebil- 
det. Zur besseren Ausformung bei der Herstellung kann 
eine geringe Konizitat vorgesehen sein. Die Bodenfia- 
che betragt bei den herk&mmlichen Mikrotiterplatten 

75 entsprechend dem Durchmesser von ca. 5 mm etwa 20 
mm^. 

[0035] Die erfindungsgemaBen Mikrotiterplatten sind 
demgegenuber so ausgebildet, daB die Bodenfiache 
urn mindestens 50 Prozent, vorzugsweise urn ca. 75 

20 Prozent vermindert ist. Trotzdem ist vorgesehen, daB 
die Mikrotiterplatten in der ublichen Weise eingesetzt 
werden kOnnen, d.h. in Verbindung mit den Oblichen 
Pipetier-, Dosier-, Absaug- und Inkubiereinrichtungen. 
Bei der in der Zeichnung dargestellten Ausfuhrungs- 

25 form der Mikrotiterplatte 1 ist eine aus einer Polystyrol- 
Folie tiefgezogene Ausfuhrung vorgesehen. Sie ist als 
96-Lochplatte ausgebildet, wobei beispielhaft nur 3 
Lochreihen angedeutet sind. Die Ldcher 2 sehen im 
oberen Offnungsbereich im wesentlichen gleich aus, 

30 wie bei den herkOmmlichen Platten. Sie besitzen einen 
im wesentlichen zylindrischen Offnungsquerschnitt mit 
einer kreisrunden Offnung 3 mit einem Durchmesser 
von ca. 6 mm. An dem zylindrischen Abschnitt 4 
schlieBt sich ein stark konischer Abschnitt 5 an, durch 

35 den der Lochquerschnitt auf ca. 25 Prozent des Ein- 
gangswertes verringert wird, d.h. auf ca. 5 mm 2 . Am 
Lochboden 6 findet sich eine Offnung entsprechenden 
Querschnitts, die durch Durchstanzen des Lochbodens 
ausgebildet ist. Samtliche 96 Ldcher der Mikrotiterplatte 

40 sind durch eine durchgehende, pordse Membran 7 
abgedeckt, die auf die Lochrander aufgeklebt ist. Als 
Membran kann eine porOse Nylonmembran verwendet 
werden. Bevorzugt ist eine Membran der Firma Polyfil- 
tronics, wie sie unter der Bezeichnung "Polyfiltronics 

45 PG-5" im Handel ist. Durch die porfise Membran k6n- 
nen die KOrperflussigkeiten, Waschldsungen und der- 
gleichen abgesaugt werden. Zum Schutz der 
enpf indlichen Membran ist diese von der Unterseite her 
mit einer dunnwandigen Platte 8 bedeckt, die pro Loch 

so der Mikrotiterplatte an entsprechender Stelle ein kleines 
Loch 9 besitzt. 

[0036] Da beim ELISA-Spot-Verfahren die Zellansied- 
lung in Bodennahe erfolgt, d.h. in unmittelbarer Nahe 
der dort fixierten Fangstoffe, kann durch die Verwen- 
55 dung der erfindungsgemaBen Mikrotiterplatten eine 
starke Verringerung der benfitigten Menge an Kdrper- 
flussigkeiten erzielt werden, im vorliegenden Fall wird 
die bendtigte Menge auf ein Viertel verringert. Eine ent- 



6 



11 



EP 0 957 359 A2 



12 



sprechende Verringerung der Menge an KCrperflussig- 
keit kann auch bei anderen Ausgestaltungen der 
Mikrotiterplatte erreicht werden. So kann anstelle der 
abgestuften Konizitat auch eine gleichmaBige Konizitat 
von oben nach unten vorgesehen sein. Weiterhin kann 
der Bodenquerschnitt auch durch abgerundete Ausbil- 
dung der Unterseite des Loches, bspw. durch paraboli- 
sche Formung der LOcher erreicht werden. 
[0037] Die Erf indung umfaBt weiterhin einen Elispot- 
Kit, welcher dazu geeignet ist, daB beanspruchte Ver- 
fahren besonders einfach durchzufQhren. Der erfin- 
dungsgemSBe Kit umfaBt einen Trager, bevorzugt eine 
Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen, einen oder meh- 
rere auf diesem Trager f ixierte FangantikOrper, ein oder 
mehrere Antigene, welche fur die Aktivierung der vom 
Anwender bereitzustellenden Zellen geeignet sind, 
sowie mindestens einen weiteren Detekbonsantikdrper, 
welcher eine Markierung tragi Diese Markierung ist 
derart gestaltet, daB eine optische Auswertung der 
Messung mdglich ist. In einer bevorzugten Ausfuh- 
rungsform des Elispot-Kits wird es sich dabei um ein mit 
dem Detektionsarrtikfirper konjugiertes Enzym handeln, 
welches nach Zugabe entsprechender Reagenzien 
eine Farbreaklion katalysiert. Es sind jedoch auch 
Lumineszenz- , Fluoreszenz- oder Radioaktivmarkie- 
rungen mOglich. 

[0038] Ein wichtiges Merkmat des erfindungs- 
gemaBen Elispot-Kits sind die eingestellten Konzentra- 
tionen der AntikOrper. Die Konzentrationen sind aus 
dem linearen Bereich der Beziehung von AntikOrper- 
konzentration und Signalstarke gewahlt Dies bewirkt 
einen optimalen Kontrast zwischen groBer und Weiner 
Fiache des Signals, wodurch eine sehr aussagekraf ige 
Auswertung der MeBergebnisse mOglich ist. 
[0039] Bei der Bereitstellung der Trager mit den fixier- 
ten Antikfirpern wird diesem kritischen Punkt der Kbn- 
zentrationen in der Weise Rechnung getragen, daB die 
jeweiligen Affinitaten der Antikdrper zu ihren Bindungs- 
partnern durch Verwendung von dem Fachmann geiau- 
figen Methoden ermittelt werden und unter 
Berucksichtigung dieser Werte die optimalen Konzen- 
trationen eingestellt werden. Zusatzlich werden hierbei 
die Affinitatsverluste berucksichtigt, die durch das 
Lyophilisieren und die Lagerung des Elispot-Kits entste- 
hen. 

[0040] Durch die Fixierung von zwei, drei oder mehr 
verschiedenen Fang- und DetektionsantikGrpern in 
einem Eltspot-Krt wird es ermfiglicht, verschiedene von 
den Zellen abgegebene Stoffe parallel zu erfassen und 
auszuwerten, so daB differenzierte Aussagen zu den 
Aktivitaten der Zellen sowie Ruckschlusse auf die Zell- 
populationen, denen die Zellen zuzuordnen sind, getrof- 
fen werden kOnnen. 

[0041 ] GegenOber herkfimmlichen Verfahren zur Ana- 
lyse von Zell-Aktivitaten stellt das erfindungsgemaBe 
Verfahren eine wesentliche Verbesserung dar, denn 
durch die Anwendung dieses Verfahrens, insbesondere 
durch die Verwendung des erfindungsgemaBen Elispot- 



Kits, kOnnen ausgesprochen differenzierte Aussagen 
sowohl Qber die Gesamtaktivitat als auch insbesondere 
uber die Aktivitat einzelner Zellen getroffen werden. 
Durch dieses Verfahren erschlieBen sich daher neue 

5 MOglichkeiten zur Feststellung und Beobachtung von 
antigenspezifischen Zellaktivitaten. So kdnnen bei- 
spielsweise Mangelzustande festgestellt oder im Ver- 
lauf einer Impfung die Reaktionen des Immunsystems 
differenziert beobachtet werden. Dies ermoglicht eine 

10 gezielte Steuerung der Impfung, indem die Dosierung 
des Impfstoffes auf die Reaktion des immunsystems 
abgestimmt wird. 

[0042] Die nun mdgliche differenzierte Kontrolle der 
Zellen des Immunsystems erlaubt weiterhin einen 

75 neuen Therapieansatz, denn es wurde erkannt, daB 
durch die Behandlung des Immunsystems mit Fremd- 
stoffen die antigenspezifischen Aktivitaten von Zellen 
beeinf luBt werden kdnnen. Da diese Beeinf lussung nun 
insbesondere durch den erfindungsmaBigen Kit sehr 

20 gut erfaBbar ist, umfaBt die vorliegende Erfindung auch 
ein Verfahren zur Veranderung der antigenspezifischen 
Aktivitat von Zellen durch die Behandlung mit Fremd- 
stoffen. Dieses Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, 
daB durch die Verwendung der Fremdstoffe antigenspe- 

25 zifische Aktivitaten der Zellen in Form von sekretierten 
Stoffen aktiviert oder supprimiert werden. Als Fremd- 
stoffe kommen insbesonders mitogen wirksame Stoffe, 
wie beispielsweise Tetanustoxin, in Frage. Weiterhin 
kann durch die Kombination von verschiedenen Fremd- 

30 stoffen ein synergistischer Effekt auf die Aktivierung 
Oder Supprimierung der antigenspezifischen Zellaktivi- 
taten erzielt werden. Bei den Zellen, die durch das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren in ihrer antigenspezifischen 
Aktivitat verandert werden, handelt es sich vorzugs- 

35 weise um Zellen des Immunsystems. In bevorzugten 
Ausfuhrungsformen sind dies T-Helferzellen P cytotoxi- 
sche T-Zellen oder B-Zellen. 

[0043] Weiter oben sind verschiedene Krankheitsfaile 
beschrieben, die zumindest teilweise auf falsche bzw. 

40 fur den Krankheitsverlauf ungunstige Reaktionen 
bestimmter Zellen des Immunsystems zuruckzufOhren 
sind. Im Rahmen einer Therapie ist es durch das erfin- 
dungsmaBige Verfahren mOglich, bestimmte Zellpopu- 
lationen von KdrperflQssigkeiten, beispielsweise Blut, 

45 Lymphe oder Gelenkflussigkeit, durch Verabreichung 
geeigneter Fremdstoffe gezielt in ihrer antigenspezifi- 
schen Aktivitat zu beeirrflussen, Beispielsweise im Fall 
einer Krebserkrankung ware es dann sinnvoll, die 
krebsarrtigenspezifischen T-Zellen, die eher supprimie- 

so rend wirken, durch gezielte und kontrollierte Behand- 
lung mit Fremdstoffen in die Lage zu versetzen, gezielt 
cytotoxisch gegen die Tumorzellen vorgehen zu k6n- 
nen. Prinzipiell kommen fur einen solchen Therapiean- 
satz alle Krankheiten, die mit einer StGrung des 

55 Immunsystems einhergehen, bzw. die durch eine Akti- 
vierung des Immunsystems positiv beeinfluBt werden 
k6nnen, in Frage. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Bestimmung der Aktivitat von 
menschlichen und tierischen Zellen, insbesondere 
Blutzellen, durch Inkubieren der Zellen in Gegen- 
wart von eine Zellreaktion auslQsenden Fremdstof- 
fen nach der ELISA-Spot-Methode, wobei von den 
Zellen in Abhangigkeit Ihrer Aktivitat abgegebene, 
spezrfische Stoffe im Crtlichen Bereich der jeweili- 
gen Zellen aufgefangen und durch Farbreaktion als 
Dots sichtbar gemacht werden und wobei, bezogen 
auf eine bestimmte Grundfiache, die Gesamtfar- 
bung gemessen und daraus die Gesamtaktivitat 
der reaktiven Zellen bestimmt wind. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 f dadurch gekenn- 
zeichnet daB bei der Messung der Gesamtfarbung 
die Anzahl der gefarbten Dots und deren unter- 
schiedliche GrOBe erfaBt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB die vorbestimmte Grundfia- 
che kleiner als 15 mm 2 , insbesondere kleiner als 10 
mm 2 ist. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB zur Durchfuh- 
rung der Bestimmung eine Mikrotiterptatte mit 
gegenuber ublichen Mikrotiterplatten urn minde- 
stens, die Haifte verringerten Grundfiachen pro 
Loch verwendet wird, wobei die Grundfiachen ins- 
besondere 15-50 Prozent der Lochgrundfiachen 
Oblicher Mikrotiterplatten entsprechen. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprO- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB mit Volumina an 
Zellsubstanz, insbesondere KGrperflussigkeiten 
von ca. 40 Mikrolrter bis 250 Mikroliter pro Grundfia- 
che, insbesondere Loch, gearbeitet wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQ- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB verschiedene 
aus Zellen freigesetzte, spezifische Stoffe von ins- 
besondere verschiedenen Fangstoffen spezrfisch 
gebunden werden und auf einer Grundfiache min- 
destens zwei, vorzugsweise mindestens drei 
Farbreaktionen durchgefuhrt werden und die 
gefundenen Dots nach Art der Faroe getrennt 
erfaBt und ausgewertet werden. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQ- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die auf der 
Grundfiache erhartenen Aktivitatsbilder vergrGBert 
und in Bildpunkte zerlegt werden, die von einem 
Lesegerat erfaBt und ausgewertet werden, wobei 
die Erfassung bei verschiedenfarbigen Bildern nach 
Farbe getrennt erfolgt. 



8. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprO- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB im Falle einer 
starken, im wesentlichen fiachig ineinander uber- 
laufenden Farbung der Dots, insbesondere im 

5 Bereich der Mitte der Farbung, Stellen ermittelt 
werden, an denen die Dots als einzelne Punkte 
identifizierbar sind. ihre Gr6Be gemessen und dar- 
aus die Anzahl der Dots auf der Gesamtfiache 
ermittelt wird. 

w 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprfJ- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die spezrfischen 
Stoffe auffangende Fangstoffe in einem Konzentra- 
tionsbereich eingestellt sind, in welchem sich die 

75 GrOBe von Farbdots im wesentlichen linear zu der 
Fangstoffkonzentration verhait. 

1 0. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprO- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die von den 

20 Fangstoffen gebundenen spezifischen Stoffe bin- 
dende Detektionsstoffe in einem Konzentrationsbe- 
reich verwendet werden, in dem sich die GrOBe von 
Farbdots im wesentlichen linear zu der Detektions- 
stoffkonzentration verhait. 

25 

1 1 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Menge von 
Fang- und/oder Detektionsstoffen auf deren Affini- 
tat zum zu bindenden spezifischen Stoff bezogen 

30 ist. 

1 2. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Genauigkeit 
der Auswertung optimiert, insbesondere ein Rau- 

35 schen unterdrQckt wird, indem Bildauswertungsge- 
raten aufgrund von Vorversuchen gefundene 
Erfahrungswerte eingegeben werden. 

1 3. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQ- 
40 che, dadurch gekennzeichnet, daB die verschie- 
dene GrGBe der Dots und vorzugsweise auch ihre 
Anzahl in Abstufungen von 0,01 mm Dot-Durch- 
messer getrennt erfaBt und ausgegeben werden. 

45 14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB durch verschie- 
den lange Inkubationszeit der zu untersuchenden 
Zellen in Gegenwart der Fremdstoffe festgestellt 
wird, ob eine akute oder eine vergangene Erkran- 

so kung vorliegt, vorzugsweise eine akute Erkrankung 
anhand einer kurzen Inkubationszeit von ins- 
besondere einigen Stunden und eine abgeklun- 
gene Erkrankung anhand einer tangeren 
inkubationszeit von insbesondere einigen Tagen 

55 festgestellt wird. 

1 5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB insbesondere 
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bei HIV-Patienten, die Gesamtaktivitat von TH1- 
und TH2-2elien und vorzugsweise auch von TC- 
Zellen bestimmt wird und eine therapeutische Akti- 
vierung dieser Zellen des Patienten durch den Grad 
der Abweichung der Aktivitat dieser Zellen des Pati- 5 
enten vom Normwert bestimmt wird, wobei vor- 
zugsweise die Gesamtaktivitat der Zellen durch 
Verwendung eines im wesentlichen alle Aktivitaten 
der zu untersuchenden Zellen ansprechenden 
Fremdstoffes ausge!6st und gemessen wird, wobei 10 
als Fremdstoff mitogen wirkende Stoffe bevorzugt 
sind. 



mindestens ein Antigen, welches fur die Akti- 
vierung der zu untersuchenden Zellen geeig- 
net ist, 

und mindestens einen weiteren markierten 
Antik&rper (Detektionsantikfrper), welcher 
gegen mindestens eine andere Determinante 
der freigesetzten Stoffe gerichtetet ist. 

20. Kit nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, 
daB mindestens ein Fremdstoff enthalten ist. der 
eine Beeinflussung, insbesondere Steigerung, der 
antigenspezifischen Aktivitat der Zellen bewirkt. 



16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, da(3 bei Patienten, 
insbesondere bei HIV-Patienten, die Aktivitat von 
Zellen gegen Fremdstoffe, insbesondere Problem- 
keime, untersucht wird und eine therapeutische 
Aktivierung Oder Supprimierung dieser Zellen 
durch den Grad der Abweichung der Aktivitat dieser 
Zellen vom Normwert bestimmt wird. 

17. Mikrotiterplatte (1), insbesondere 96-Lochplatte, 
dadurch gekennzeichnet, daB ihre LochbGden (6) 
eine im wesentlichen ebene Grundfiache im 
Bereich von weniger als 15 mm 2 , insbesondere 
weniger als 10 mm 2 pro Loch (2) aufweisen, wobei 
vorzugsweise ihre LOcher (2) eine LochOffnung (3) 
in der GrOBe der L6cher der ublichen Mikrotiterplat- 
ten, insbesondere 96-Lochplatten, aufweisen und 
sich der Lochdurchmesser zum Lochboden (6) hin 
insbesondere konisch verjungt 



21. Kit nach Anspruch 19 Oder 20 t dadurch gekenn- 
15 zeichnet, daB mindestens zwei, bevorzugt drei, ver- 

schiedene FangantikGrper auf dem Trager fixiert 
sind, und vorzugsweise mindestens zwei, bevor- 
zugt drei verschiedene DetektionsantikOrper vorge- 
sehen sind, die jeweils unterschiedliche 
20 Markierungen tragen. 

22. Kit nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Trager fur die 
AntikGrper eine Mikrotiterplatte, bevorzugt eine 

25 Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen, ist. 

23. Verfahren zum Verandern der antigenspezifischen 
Aktivitat von Zellen in Form von sekretierten Stof- 
fen, dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen mit 

30 mindestens einem Fremdstoff behandelt werden, 
der die Absonderung der Stoffe beeinfluBt. 



18. Mikrotiterplatte nach Anspruch 17, dadurch 
gekennzeichnet, daB sich die VerjQngung (5) nur 35 
uber einen Teil der Lochwandung erstreckt, ins- 
besondere von der LochOffnung (3) ausgehend 
zunachst ein im wesentlichen zylindrischer 
Abschnitt (4) kommt, an den sich ein konischer 
Abschnitt (5) anschlieBt. 

19. Eiispot-Kit zur Messung der antigenspezifischen 
Aktivitat von Zellen in Form von sekretierten Stoffen 
nach der ELISA-Spot-Methode, insbesondere nach 
einem der vorhergehenden Verfahrensansanspru- 45 
che, wobei die von Zellen auf einem Trager freige- 
setzten Stoffe im drtlichen Bereich der Zelle von an 
dem Trager f ixierten ArttikGrpern bindbar und durch 
Bindung weiterer Antikfcrper als Farbdots detektier- 
bar sind, umfassend so 



- einen Trager fur AntikOrper, welcher separate 
Bereiche besitzt, die zur Aufnahme von Zell- 
enthaltendem Material geeignet sind, 
mindestens einen auf dem Trager fixierten 55 
Antikarper (Fangantikfirper) gegen mindestens 
einen von aktivierten Zellen abgegebenen 
Staff, 
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(54) EUSPOT-Verfahren zur Quantif izierung der Aktivitat von Blutzellen und eine Mikrotiterplatte 



(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestim- 
mung der Aktivitat von menschlichen und tierischen Zel- 
len, insbesondere Blutzellen, nach der ELISA-Spot- 
Methode durch Farbreaktion als Dots, wobei, bezogen 
auf eine bestimmte Grundflache. die Gesamtfarbung 



gemessen und daraus die Gesarrrtaktivitat der reaktiven 
Zellen bestimmt wird. Weiterhin betrifft die Erfindung 
eine Mikrotiterplatte und einen Kit, die insbesondere fur 
die Durchfuhrung des Verfahrens geeignet sind. 
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